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(54) Title: METHOD FOR DETECTING BACTTERIA CULTIVATED IN ANAEROBIC CONDITION 
(54) Titre: PROCEDE DE DETECTION DE BACTERIES CULTIVEES EN CONDmON ANAEROBIB 



(57) Abstract 



The invention concerns a bacteria culture medium, to be used in anaerobic condition, comprising at least a metal complex enabling 
oxidative polymerisation of an indoxyl derivative and a substrate containing an indoxyl derivative leading to an insoluble coloured compound. 
Said metal complex, in particular ammonium ferric citrate, contains a concentration ranging between 0,3 and 0.9 mg/ml, preferably 0.6 
mg/ml. Advantageously, the inventive culture medium may comprise a substrate such as X-Gal, at a concentration ranging between 10 and 
500 mg/1. 



(57) Abr^g^ 

La pr^sente invention conceme un milieu de culture de bact^ries, ^ utiliser en condition anadrobie, comprenant au moins un complexe 
m6ta]lique qui permet la polymerisation oxydative d'un d^rivd indoxyl et un substrat contenant un ddriv6 indoxyl conduisant k un compos6 
color6 insoluble. Ledit complexe m^tallique, en particulier le citrate de fer ammoniacal, a une concentration comprise entre 0,3 et 0,9 
mg/ml, de preference 0.6 mg^ml. Avantageusement, le milieu de culture scion Tinvention peut comprendie un substrat tel que X-Gal, k 
une concentration comprise entre 10 et 500 mg/1. 
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PROCEDE DE DETECTION DE BACTERIES CULTIVEES 

EN CONDITION ANAEROBIE. 

5 La presente invention conceme un milieu de culture de bact^ries, & utiliser en 
condition ana6robie, comprenant au moins un complexe metallique qui permet la 
polymerisation oxydative d'un derive indoxyl et un substrat contenant un deriv6 
indoxyl conduisant k un compost colors insoluble. Ledit complexe mdtallique, en 
particulier le citrate de fer ammoniacal, a une concentration comprise entre 0,3 et 0,9 
10 mg/ml, de preference 0,6 mg/ml. Avantageusement, le milieu de culture selon 
rinvention peut comprendre un substrat tel que X-Gal, k une concentration comprise 
entre 10 et 500 mg/I. 

Des nombreuses m^thodes d' identification et de denombrement de souches 
IS bacteriennes ont 6t6 developpees pour satisfaire les besoins en tests ou en outils de 
diagnostic dans tous les domaines techniques, et scientifiques qui touchent a la 
microbiologic, notamment la m^decine et I'agro-alimentaire. 

De telles methodes peuvent s'averer extremement utiles pour le diagnostic des 
20 infections opportunistes dont les symptdmes sont parfois peu caract^ristiques de la 
cause exacte de la maladie. Par exemple, la maladie de Crohn (MC) est une maladie 
inflammatoire chronique du tube digestif. EUe se manifeste par des douleurs 
abdominales, de la diarrhee, de la fievre et une d^nutrition. Les lesions sont 
caracterisees par une atteinte de la paroi digestive qui est enflammee, 6paissie et 
25 ulceree. Cette maladie dure toute la vie, durant laquelle les patients subissent des 
poussees evolutives suivies de periodes de remission. 

Les travaux consacres aux modifications de la flore au cours de ia MC ont donn^ des 
rdsultats discordants. Cependant, la plupart d'entre eux s'accordent pour conclure a 
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une augmentation du nombre d'£. coli et de Bacteroides du groupe fragilis. Aucune 
souche potentiellement pathogene n'a pu gtre individualis^e. 

L'6tude d'une glycoprot^ine plasmatique excret6e dans les selles. I'a-l -proteinase 
5 inhibiteur, a mis en evidence une alteration du metabolisme bactdrien chez les patients 
attdnts de MC. En efFet, chez les sujets sains, cette glycoproteine est deglycosylee tout 
le long du colon suite k Taction des exoglycosidases d'oiigine bact^rienne. Par centre, 
Chez les patients, eUe reste glycosylte, ce qui traduit un d^faut d'activite de ces 
osidases. Ce defaut a ete eflfectivement prouve par des dosages d'activit^s 
10 glycosidasiques au sein d'extraits fecaux. Les aaivites enzymatiques, et notamment 
celle de la p-galactosidase, ont ete trouv6es fortement diminu6es chez les patients par 
rapport aux temoins, Favier et al., (1996), Differenciation and identification of human 
fecal anaerobic bacteria producing P-galactosidase (a new methodology). Journal of 
Microgiological Methods 27, 25-31 ; Favier et al., (1997), Fecal ^-D-galactosidase 
15 Production and Bifidobacteria Are Decreased in Crohn's Disease, Digestive Diseases 
and Sciences, 42, 817-822. 

La capacity de la flore f^cale de ces patients et de sujets sains, incubee dans des 
conditions appropriees. h produire et a liberer la P-galactosidase, a ete etudiee. Pour ce 
20 faire, des ^chantillons f6caux sont cultiv6s. en atmosphere anaerobic et a 37°C, dans un 
bouillon Wilkins Chalgren (WC) additionn6 de mucines gastriques de pore (afin de 
favoriser la croissance des germes et la production d'exoglycosidases). L'activite 0- 
galactosidase est dosee sur les surnageants d'aliquotes preleves en d6but (2h) et fin 
(22h) d' incubation. 



25 



Ainsi, une methodologie permettant de denombrer selectivement les germes ana6robies 
lib^rant la p-galactosidase dans les feces a ete d^veloppee. Cependant, compte tenu de 
la complexity de la flore, les methodes, traditionnellement utilisees, qui consistent a 
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isoler les colonies, identifier les germes, puis doser Tactivit^ enzymatique qu'ils 
produisent , ne semblent pas susceptibles de repondre au probleme pos6. 

Recemment, Tutilisation de substrats chromogenes, tels que le 5-Bromo-4-Chloro-3- 
5 Indolyl-p-D-galactopyranoside ou X-gal, a permis la detection des germes anaerobies 
Lac*. Suite a I'hydrolyse enzymatique, le substrat subit une polymerisation oxydative 
qui provoque la formation d'un precipiti bleu. Cette methodologie, qui permet de 
diff^rencier, directement sur boite de Petri, les germes capables de liberer la J3-gal dans 
le milieu, a 6te appliqude k I'etude des germes fecaux de patients et de sujets sains. Les 
10 r&ultats obtenus ont 6te rapproches de ceux tir6s de Tanalyse, a Paide de milieux 
s61ectifs, des principaux groupes de germes connus pour leur capacite a produire la 
galactosidase : Bacteroides^ Lactobacillus et Bifidobacterium, 

Des exemples de tels milieux sont presentes dans Chevalier, P., Roy, D. and Savoie, 
L., (1991) X-Gal based medium for simultaneous enumeration of bifidobacteria and 
15 lactic acid bacteria in milk, J. Microbiol, Methods 13, 75-83 ; et dans Livingston SJ, 
Kominos SD, Lee RB, (1978), New medium for selection and presumptive 
identification of the Bacteroides firagilis group, J. Clin, Microbiol 7, 448-453. 

Toutefois, il est parfois difficile de visualiser les bact6ries. On a mis au point, dans le 
20 cadre de la presente invention, un milieu contenant un complexe metallique oxydant 
qui permet notamment d'intensifier les halos de couleurs obtenus autour des colonies. 
Ce perfectionnement de la technique evoquee ci-dessus, a 6te effectue de fa^on a 
favoriser la reaction oxydative du substrat dans le milieu reduit necessaire a la 
croissance des bacteries en condition anaerobic. 

25 

Ainsi, aucun document de Tart anterieur ne decrit, ni ne suggere la presente invention 
telle que definie ci-apres. 



4' 
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DESCRIPTION 

La pr^sente invention conceme un milieu de culture de bacteries, a utiliser en 
condition anaerobie, comprenant au moins un complexe m^tallique qui permet la 
S polymerisation oxy dative d'un derive indoxyl et un substrat contenant un d^riv^ 
indoxyl conduisant k un compost colors insoluble. Ledit complexe m6tallique» en 
particulier le citrate de fer ammoniacal» a une concentration comprise entre 0,3 et 0,9 
mg/ml, de preference 0,6 mg/ml. Le milieu de culture selon Tinvention peut 
comprendre au moins un s61ectionn6 parmi X-Gal, X-Phos, X-acglmn, Mag-Gal, Mag- 
10 a-Gal, et Mag-Phos, de preference X-Gal, a une concentration comprise entre 10 et 
500 mg/1, particulierement entre 50 et 200 mg/1, de preference a 100 mg/ml. 

On entend par « bact^rie » dans le cadre de 1' invention, les bacteries anaerobies, 
aerobic anaerobies, et de toute bacterie produisant naturellement ou non une P- 
15 galatosidase. Parmi les bacteries transform6es, on peut citer notamment une bacterie 
transformee par un plasmide contenant le gene LacZ, eventuellement sous le controle 
d'un promoteur d'interet. 

Des lors, le milieu selon T invention est destine a la detection des bacteries anaerobies, 
20 aerobic anaerobies, et de toute bacterie produisant une p-galactosidase. 

On peut citer comme exemple les bacteries du genre Bifidobacterium, Clostridium^ 
Citrobacter^ Escherichia^ et/ou Bacteroides, en particulier des souches 
Bifidobacterium bifidum, Clostridium perfringens^ Clostridium butyricum, E. coliy 
et/ou Bacteroides fragilis. 

25 

De preference, ce milieu de culture comprend le milieu Columbia cysteine bien connu 
de rhomme du metier, dont les ingredients et les caracteristiques sont les suivants (en 
base qsp selon le fabricant) : 



30 
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Glucose 



5g 
0,3 g 

Sg 



Chlorhydrate de cysteine 
Agar 



Eau 



1000 ml 




7,3 

15 mm. 120X 



10 



15 



20 



N6amnoins, le milieu selon Tinvention ne se limite pas k une liste dMngredients 

particuliers, de sorte qu'il peut 6tre adapts a la culture d'une bacterie donnee que Ton 

cherche a detecter. Par exemple, le milieu TSC, dterit ci-dessous, peut servir de base 

pour la preparation du milieu selon Tinvention. 

Milieu TSC (base qsp selon le &bricant): 

Tiyptose 15 g 

Peptone de farine de soja S g 

Extrait de levure S g 

Disulfite de sodium 1 g 

Agar-agar 15 g 

Eau 1000 ml 

Le milieu de culture selon I'invention peut contenir en outre du sulfate de magnesium 
a une concentration comprise entre 5 mM et 100 mM, de preference 20 mM, et/oii au 
moins un antibiotique, par exemple la cycloserine de preference a 0,4 g/1, la n^omycine 
additionnee de polymyxine de preference a 0.02 g/1 et 0,05 g/1 respectivement. 

Un aspect complementaire de la presente invention conceme un produit de 
combinaison comprenant au moins un complexe metallique oxydant et au moins un 
substrat contenant un d6nv6 indoxyl conduisant a un compost colore insoluble pour 
une utilisation simultanee, separee, ou etal6e dans le temps, destine a la detection de 
bacteries. Ledit substrat peut-etre selectionne parmi X-Gal, X-Phos, X-acglmn, Mag- 
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Gal, Mag-a-Gal, et Mag-Phos, de pr6ftrence X-Gal, et ledit complexe m^tallique est le 
citrate de fer ammoniacal. 

Ce produit de combinaison est caracterise en ce que le complexe metallique et le 
substrat sont vehicules dans un solvant aqueux a une concentration comprises entre 3 
5 et 900 mg/ml, de preference a 60 mg/ml, ou un solvant organique k une concentration 
comprises entre lOOmg/1 et 50 g/i, particuli^rement entre 500 mg/1 et 20 g/1, de 
pr6f6rence a 10 g/1. Le produit de combinaison selon Tinvention peut contenir en outre 
du sulfate de magnesium k une concentration comprise entre 50 mM et 10 M, de 
preference 2 et/ou au moins un antibiotique. 
10 Un aspect avantageux de la presente invention a pour objet une trousse de detection de 
bact^ries comprenant un produit de combinaison tel que d^fini ci-dessus. 

Dans le cadre de 1* invention, on entend par « detection » la visualisation, 
eventuellement Tidentification, et la quantification des bacteries. 

15 

La presente invention porte egalement sur un procede de detection de bacteries 
caracteris^ en ce qu'il comporte les Stapes suivantes : 

a) On ajoute a un milieu susceptible de contenir lesdites bacteries, cultiv^es en 
condition anaerobic, au moins un substrat contenant un derive indoxyl conduisant a un 

20 compost colore insoluble, 

b) on ajoute au moins un complexe metallique oxydant, en particulier le citrate de fer 
ammoniacal, 

c) on visualise Tapparition d'un pr^cipite de couleur autour des colonies (halo) et/ou 
une coloration des colonies. 

25 

Dans un autre mode de realisation le procede de detection de bacteries comporte les 
etapes suivantes : 

a) On cultive lesdites bacteries dans un milieu selon I'invention en condition 
anaerobic. 
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b) on visualise Tapparition d'un precipit6 de couleur autour des colonies (halo) et/ou 
une coloration des colonies ; 
ou encore les Stapes suivantes : 

a) On ajoute i un mUieu. susceptible de contenir lesdites bacteries cultivees en 

« 

5 condition anaerobie, un produit de combinaison selon Finvention, 

b) on visualise Tapparition d*un precipiti de couleur autour des colonies (halo) et/ou 
une coloration des colonies. 

Un aspect supplementaire de la presente invention conceme Tutilisation d'un 
10 complexe metallique oxydant, de pr6f6rence le citrate de fer ammoniacal. pour 
catalyser la polymerisation oxydative de d&ives indoxyl conduisant k un compost 
colore insoluble, notamment pour am^Iiorer la detection de la liberation d'un derive 
indoxyl par un enzyme k partir d'un substrat contenant un deriv6 indoxyl, ledit substrat 
pouvant etre un substrat selectionne parmi X-Gal, X-Phos, X-acglmn, Mag-Gal, Mag- 
15 a-Gal, et Mag-Phos, de preference X-Gal. Ledit complexe metallique permet 
d'intensifier ie halo de couleur et/ou pour augmenter la coloration des colonies. En 
effet, il reagit avec le d6riv6 indoxyl selon I'invention pour donner un compose colore 
qui pr^cipite. 

L'invention porte ^galement sur I'utilisation d'un milieu, d'un produit de combinaison 
20 ou d'un kit tels que decrits ci-dessus pour la detection des bacteries qui possedent un 
en2yme permettant la liberation d'un deriv6 indoxyl a partir d'un substrat contenant un 
derive indoxyl. 

L'ajout du citrate de fer ammoniacal permet non seulement de visualiser des couleurs 
25 qui n'apparaissent pas en culture dans des jarres en condition anaerobie, mais 
egalement d'intensifier le halo de couleurs des colonies cultivees sous sachet plastique 
en condition anaerobie. Le milieu Columbia semble tout a fait avantageux pour 
I'apparition des couleurs. Bien entendu, les couleurs et I'intensite des couleurs 
obtenues dependent etroitement des souches, du niveau d 'expression et de secretion de 
30 la P-galactosidase. 
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Les exemples ci-apr6s sont donnes afin d'illustrer la presente invention mais ils n'en 
limitent pas les modalit^s d* execution. 

5 EXEMPLE 1 : MILIEU DESTINE A LA DETECTION DES 
BIFIDOBACTERIES 



La capacity du citrate de fer ammoniacal (FAC) a augmenter la formation de Tindigo 
en sachet Generbag Anaer® et en jarre a ^te d^termin^e. 

10 

Une souche de Bifidobacterium bifidum a ete ensemenc^e sur le milieu Columbia 
cyst6in6 + X-Gal avec ou sans FAC (0.3 g/1), puis on a teste Teffet de Tajout du FAC 
avant ou aprds autoclavage/regeneration. 

1 S Les colonies dans ie sachet Generbag Anaer® sont entour^es par un halo plus intense 
en presence de FAC, et les halos sont devenus visibles en jarre. 

Le d^nombrement bact^rien montre une diminution du nombre de germes quand le 
FAC est ajoute au milieu aprSs autoclavage/regeneration. 

20 Ainsi, le FAC, ajoute avant regeneration du flacon, favorise Tapparition du halo. 

DifFerentes concentrations de FAC ont ensuite 6te test^es sur trois souches de 
Bifidobacterium, Les resultats sont presentes au tableau I ci-dessous 



Tableau I 



FAC (g/0 


0 


0.3 


0.6 


0.9 


B. bifidum 


0 


+ 


-H- 




B. lon^m 


0 


4- 


-H- 


'\"\' 


B. dentium 


0 









0 : sans halo 

+ ■> i M : intensity du halo 

4^ : diminution du nombre de germe (ici de 90 %) 
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En cons^uence, 0.6 g/1 de FAC semble etre une concentration ideale pour visualiser la 
presence de halo autour des colonies Bifidobacterium apr^s culture dans une jarre. 

5 EXEMPLE 2 : ETUDE DE DIFFERENTS SUBSTRATS POUR FAIRE 
APPARATTRE LA COLORATION EN ANAEROBIOSE PAR AJOUT DU FAC. 

On a test^ difF6rents substrats (100 mg/1) en milieu Columbia cysteine, en presence et 
en absence de FAC (0.6 g/1) 

2.1 Milieu additionni de X-Gal 

La presence de FAC a permis d'observer la coloration due a Thydrolyse du substrat X- 
Gal pour les colonies de Clostridium : 

Les colonies de C. peifringens (P-galactosidase+) sont ocres sans FAC ; bleu-vert avec 
un halo bleu en presence de FAC. Les colonies de C butyricum 0-gaIactosidase+) 
sont cremes sans FAC ; creme-verdatre entour^es d'un l^ger halo bleu vert avec le 
FAC. Par contre» les colonies de Citrobacter (P-galactosidase+) restent cremes avec ou 
sans FAC : soit le FAC ne suffit pas pour voir la coloration, soit les germes n'ont pas 
hydrolys^ le substrat. Dans cette souche le gdne LacZ est sans doute sous le controle 
de I'operon lactose. Dds lors, il est necessaire d'ajouter du lactose dans le milieu de 
culture pour induire Texpression de la P-galactosidase. 

Les differences entre le milieu avec FAC et le milieu sans FAC sont paiticulierement 
importantes pour les souches de C perfringens^ et C butyricum. 

2.1 Milieu additionne de Mag-Gal 

Les colonies de C. perfringens (P-galactosidase+) sont ocres sans FAC ; roses avec un 
halo rose en presence de FAC. 

Les colonies de C butyricum 0-galactosidase+) sont cremes sans FAC ; rosees avec 
un halo rose avec le FAC, et celles de Citrobacter (P-galactosidase+) sont crimes sans 
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FAC ; rosdes avec le FAC. La presence de FAC a permis d'observer la coloration due 
k rhydrolyse du substrat Mag-Gal pour les colonies de Clostridium butyricum et pour 
les Citrobacier, Les enzymes de ces demiers ne seraient done pas inductibles mais 
seraient plus capables d'hydrolyser le Mag-Gal que le X-Gal. 
5 Les diff<6rences entre le milieu avec FAC et le milieu sans FAC sont, dans I'ordre, tres 
marquees pour la souche de : C perfringem, C butyricum^ Citrobacier. 

2.3 Milieu additionn^ de X-Phos 

Les colonies de C perfringens (phosphatase alcalineH-) sont cremes sans FAC ; creme 
1 0 verdatre avec un leger halo bleu en presence de FAC. 

Les colonies de C butyricum (phosphatase alcaline-) sont cremes sans FAC ; cremes 
avec un halo tres clair pres de la colonic puis bleu en peripheric avec le FAC, et celles 
de Citrobacier sont crdmes sans FAC ; bleu-vert avec un leger halo bleu-vert avec le 
FAC. 

1 5 Les colonies de £. coli sont cremes verdatre tres clair sans FAC et plus fonc^es avec le 
FAC. Enfin, celles de Bacteroides fragilis (phosphatase alcaline+) sont crimes quand 
elles sont Isoldes, bleues en groupe sans FAC ; creme fonc6, marron clair avec FAC, 

Les differences entre le milieu avec FAC et le milieu sans FAC sont tres marquees 
20 pour la souche de : Citrobacter, viennent ensuite dans Tordre : C. butyricum^ C 
perfringens^ K coli et, rafin B. fragilis, Meme si les couleurs ne sont pas nettes» la 
pr&ence de FAC a permis d'observer la coloration (C. perfringens, C. butyricum), ou 
d'accroitre la couleur (£1 coli) due a Thydrolyse du substrat X-Phos. En ce qui 
conceme A fragilis, cette lib^re des enzymes extra cellulaires qui forment des halos de 
25 couleurs indefinissables. 

2.4 Milieu additionne de Mag-Phos 

Les colonies de C perfringens (phosphatase alcaline+) sont cremes sans FAC ; roses 
30 avec un halo ros6 en presence de FAC. Celles de C butyricum (phosphatase alcaline-) 
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sont cremes sans FAC ; roses avec un halo ros6 avec le FAC. Celles de Ciirobacter 
sont cremes (centre plus fonce) sans FAC ; roses (g^lose roste) avec le FAC. 

Celles de E, coli sont crimes (centre plus fonc^) sans FAC ; roses (gdose rosde) avec 
5 le FAC. Celle de Bacteroides fragilis sont ros6-creme sans FAC ; rose-cr^me avec un 
halo brunatre avec FAC. 

La presence de FAC a permis d'observer la coloration due k Thydrolyse du substrat 
Mag-Phos pour les colonies de Closiridium, les E. coli et les Citrobacter. 
Les differences entre le milieu avec FAC et le miliai sans FAC sont plus marquees 
10 pour les souches de : C perfhngens ^ C. butyricum, viennent ensuite Citrobacter et K 
coli^ enfin B, fragilis, 

2.5 Milieu additionne de Mag-a-Gal 

15 Les colonies de C. perfringens (Mag-a-Gal+) sont cremes sans FAC ; ros^es en 
presence de FAC. Celles de Bacteroides fragilis (Mag-a-Gal+) sont creme fonce sans 
FAC ; ros6-cr6me avec FAC. Celles de C butyricum (Mag-a-GaH-), Citrobacter^ et K 
coli sont cremes sans FAC ; crimes plus ou moins fonc6es avec le FAC. 
Les differences entre le milieu avec FAC et le milieu sans FAC sont plus marquees 

20 pour les souches de : C perfringens et B. fragilis^ viennent ensuite C. butyricum, 
Citrobacter et K coli, 

1.6 Milieu additional de X-acglmn. 

25 Les colonies de C perfringens (X-acglmn+) sont cremes sans FAC ; cremes tres 
I6g6rement verdatre en presence de FAC. Celles de C butyricum (X-acglmn-) n'ont 
pas pousse sans FAC ; verdatres avec un halo bleu en presence de FAC. Bacteroides 
fragilis (X-acglmn+), Citrobacter et E coli sont o-emes avec ou sans FAC. 
Les differences entre le milieu avec FAC et le milieu sans FAC sont plus marquees 

30 pour les souches de : C. perfringens. 
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En conclusion, il ressort de ces Etudes que les colorations sont appames en milieu 
additionn6 de FAC, pour la majority des colonies. Le C butyricum donne des resultats 
contredisant ses activites enzymatiques supposes ; toutefois, la souche utiliste n'est 

* 

S pas forc^ment representative de I'esptee. 

EXEMPLE 3 : EXPERIENCES EN MILIEU TSC « NORMAL » 

Pour Stre plus proche des milieux selectifs permettant les d^nombrements des 
10 Clostridii, on a realist une premidre 6tude en milieu de base TSC « normal » avec le 
disulfite et le FAC (1,0 g/1), et sans antibiotique. 

Les colonies de Clostridium perfringens sont noires. Que Ton ajoute du X-Gal, du 
Mag-Phos, du X-glu ou du X-glucu, les colorations dues a Thydrolyse de ces substrats 
15 restent difficiles a voir. Cependant, les halos gris-bleu autour des colonies de C 
perfringens en presence de X-Gal (100 mg/I, associe au Mag-Phos 50 m/1 ou au X- 
glucu 100 m/l) peuvent permettre de distinguer les C perfringens des autres germes. 
Ces halos sont observes egalement autour des colonies toutes bleues d'E. coli 
(uniquement en X-Gal+ Mag-Phos). 

20 

Ainsi, Tapparition de la coloration est genee par Tutilisation du disulfites par les C 
perfringens, H semble necessaire de travailler dans un milieu sans disulfite. 

EXEMPLE 4 : EXPERIENCES EN MBLEU TSC SANS DISULFITE 

25 

Reprenant la base du milieu TSC (milieu TSC sans antibiotique, et cette fois sans 
disulfite), on a test6 les substrats X-Gal, Mag-Gal, X-Phos et Mag-Phos (100 mg/1) en 
presence et en absence de FAC (0.6 g/I). Les colorations sont, en g6n6ral, moins nettes 
qu*en milieu Columbia. 



30 
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Avec X-Gal, les difS&rences entre le milieu avec FAC et le milieu sans FAC sont plus 
marquees pour les souches de : C perfrmgens et K coli, puis Citrobacter et B. fragfilis, 
C. butyricum reste cr&me avec FAC. 

Avec Mag-Gal, les differences entre le milieu avec FAC et le milieu sans FAC sont 
plus marques pour la souche de : C. perfrmgens puis pour celles de £*. coli et 
Citrobacter^ et enfin B. fragilis. C. butyricum n'a pas pousse en absence de FAC. 
Avec X-Phos les difTdrences entre le milieu avec FAC et le milieu sans FAC sont plus 
xnarquees pour la souche de : K coli^ Citrobacter puis celles de C. perfringens et B. 
fragilis, C butyricum n'a pas pouss^ en absence de FAC. 

Avec Mag-Phos les colonies sont juste plus foncees en presence de FAC, les 
differences entre le milieu avec FAC et le milieu sans FAC sont plus marquees que les 
souches de R coli et Citrobacter puis pour celle de C. perfringens. 

En conclusion, il est preferable d'utiliser le milieu Columbia cysteine pour faire 
apparaftre une couleur plus intense compare au milieu TSC. 

Si on donne une valeur pour Tintensite des couleurs des colonies en fonction du 
substrat, la ^-galactosidase semble permettre de visualiser d*avantage les C. 



perfringens par rapport a la phosphatase (Voir tableau II ci-dessous) 
Tableau n 





C. perfrmgens 


C. butyricum 


Citrobacter 


EL coli 


B. fragilis 


X-Gal 


3 


2 


0 


0 


0 


X-Gal TSC 


3 


0 


2 


3 


2 


Mas-Gal 


3 


2 


1 


0 


0 


Mas-Gal TSC 


3 


0 


2 


2 


1 
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X-Phos 


2 


2 


3 


2 


1 


X-Phos TSC 


2 


0 


3 


3 


2 


Mae-Phos 


3 


3 


2 


2 


1 


Mas-Phos TSC 


2 


0 


3 


3 


0 
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0 : manque de donn^es 

3 4 0: intensite relative de la couleur des colonies pour un milieu donne avec un 
substrat donn6 
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EXEMPLE 5 : ETUDE DE L'EFBICACITE DE L^AJOUT DES FERRI- 
5 CYANroES POUR FAIRE APPARATTRE LA COLORATION EN 
ANAEROBIOSE 

On a utilise le ferri cyanide seul a 0.6 g/I. II n*y a aucune difference entre les milieux 
contenant ou non ce produits pour le substrat X-Gal. 
10 Seules les colonies de Bacteroides fragilis sont bleues avec le X-Phos en presence de 
ferri cyanide. 

Ainsi, le X-Phos + ferri cyanide peut Stre un excellent milieu pour pr6-identifier les 
Bacteroides. 

15 

EXEMPLE 6 : AMELIORATION DU MILIEU DESTINE A L'ETUDE DES 
CLOSTRmn PAR AJOUT D* ANTIBIOTIQUES 

Pour se rapprocher du milieu JSC s6Iectionnant les C. perfringens, on a ajoutd des 
20 antibiotiques a la base TSC : 

- soit de la cycloserine (0.4 g/1) ; 

- soit de la neomycine additionnee de polymyxine (0.02 et 0.05 g/1 respectivement) ; 
* soit les trois ensemble. 

25 Toutes les colonies (C perfringens, C butyricum, K coli, B, fragilis, Citrobacter) 
poussent en presence de cycloserine swle. Par contre, T association neomycine et 
polymyxine (0.02 g/1 et 0.05 g/1) permet d'inhiber la croissance de B. fragilis, K coli et 
Citrobacter, 

Les deux souches suivantes de Clostridium poussent : 
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- les colonies de C. butyricum restent crimes, 

- celles de C perfringem sont leg&-ement colors (colonies au centre rose avec Mag- 
Gal (100 mg/1) et FAC (0.6 gA) et colonies au centre verddtre entour^ d'un trts l^er 
halo avec X-Gal (100 mg/1) et FAC (0.6 g/1)). 

5 

En milieu Columbia cysteine, les couleurs devraient etre plus foncees et Taddition 
d'antibiotiques, qui possfident le grand avantage d'etre autoclavables. devrait permettre 
d'inhiber les autres germes. 

10 La croissance des C butyricum n'est pas genante en milieu TSC 6tant donne que les 
colonies restent cremes, mais sera genante en milieu Columbia car les colonies ont des 
colorations proches de celles des C perfiingens. 
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REVENDICATIONS 

1 . Milieu de culture de bactdries, a utiliser en condition anaerobic, comprenant au 

moins un complexe m6tallique pennettant la polymerisation oxydative d'un d6riv6 

5 indoxyl et un substrat contenant un deriv6 indoxyl conduisant a un compos6 colors 

insoluble. 

2. Milieu de culture selon la revendication 1 dans lequel ledit complexe m6tallique a 
une concentration comprise entre 0,3 et 0,9 mg/ml, de preference 0,6 mg/ml. 

3. Milieu de culture selon Tune des revendications 1 et 2 dans lequel ledit complexe 
1 0 m^tallique est le citrate de fer ammoniacal. 

4. Milieu de culture selon la revendication 1 dans lequel ledit substrat est selectionne 
pamii X-Gal, X-Phos, X-acgImn, Mag-Gal, Mag-a-Gal, et Mag-Phos, de 
pr^f^rence X-Gal. 

5. Milieu de culture selon la revendication 4 dans lequel ledit substrat a ime 
15 concentration comprise entre 10 et 500 mg/1, particulierement entre 50 et 200 

mg/1, de prdf£rence k 100 mg/ml. 

6. Milieu de culture selon Tune des revendications 1 k 5 caract^risi en ce qu'il est 
destine k la detection des bacteries anaerobies, aerobie ana^robies, et de toute 
bacterie produisant une p-galatosidase. 

20 7. Milieu de culture selon la revendication 6 caracteris6 en ce qu'il est destine i la 
culture des bacteries du genre Bifidobacterium, Clostridium, Citrobactery 
Escherichia, et/ou Bacteroides, en particulier des souches Bifidobacterium bifidum, 
Clostridium perjringens, Clostridium butyricum, E, coli, et/ou Bacteroides 
fragilis. 

25 8. Milieu de culture selon la revendication 7 caract^ris^ en ce qu'il comprend le 

milieu Columbia cysteine. 
9. Milieu de culture selon I'une des revendications 1 k 8 caracterise en ce quMl 

comporte en outre du sulfate de magnesium a une concentration comprise entre 5 

mM et 1 00 mM, de preference 20 mM, et/ou au moins un antibiotique. 
30 1 0. Produit de combinaison comprenant au moins un complexe m^tallique oxydant et 

au moins un substrat contenant un d6nv6 indoxyl conduisant a un compost color6 
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insoluble pour une utilisation simultan^e, siparee. ou etalee dans le temps, destine 
k la d^ection de bact^es. 

11. Produit de combinaison selon la revendication 10 caract6ris6 en ce que ledit 
substrat est selectionn6 panni X-Gal. X-Phos. X-acglmn. Mag-Gal. Mag-a-Gal. et 
Mag-Phos, de pr^^ence X-Gal. 

12. Produit de combinaison selon Tune des revendications 10 et 11 caract6ris6 en ce 
que ledit complexe metallique est le citrate de fer ammoniacal. 

13. Produit de combinaison selon I'une des revendications 10 k 12 caracteris6 en ce 
que ledit complexe mdtallique et ledit substrat sont vehicules dans un solvant 
aqueux a une concentration comprises entre 3 et 900 mg/ml, de preference k 60 
mg/ml, ou un solvant organique a une concentration comprises entre lOOmg/1 et 50 
g/1. particulierement entre 500 mg/1 et 20 g/1, de pi^erence klOg/l. 

14. Produit de combinaison selon Tune des revendications 10 a 13 caracteris^ en ce 
qu'il comporte en outre du sulfate de magnesium a une concentration comprise 
entre 50 mM et 10 M. de preference 2 M, et/ou au moins un antibiotique. 

15. Trousse de detection de bact6ries comprenant un produit de combinaison selon 
Tune des revendications 10 k 14. 

16. Proc6d6 de d6tection de bact^ries caract6ris6 en ce qu'il comporte les Stapes 
suivantes : 

a) on ajoute k un milieu susceptible de contenir lesdites bact6ries, cultivees en 
condition anaerobic, au moins un substrat contenant un d6riv6 indoxyl 
conduisant k un compost colors insoluble, 

b) on ajoute au moins un complexe metallique oxydant, en particulier le citrate 
de fer ammoniacal, 

c) on visualise I'apparition d'un pr6cipite de couleur autour des colonies (halo) 
et/ou une coloration des colonies. 

17. Precede de detection de bacteries caracterise en ce qu'il comporte les etapes 
suivantes : 

a) on cultive lesdites bacteries dans un milieu selon I'une des revendications 1 a 
9 en condition anaerobic, 

b) on visualise I'apparition d'un precipite de couleur autour des colonies (halo) 
et/ou une coloration des colonies. 



wo 00/46345 



PCT/FROO/00241 



18 

18. Proc&i6 de detection des bacteries caracteris6 en ce qu'il comporte les etapes 
suivantes : 

a) on ajoute k un milieu, susceptible de contenir lesdites bact&ies cultivees en 
condition anaerobie, un produit de combinaison selon Tune des 

S revendications 10 a 14, 

b) on visualise Tapparition d'un precipiti de couleur autour des colonies (halo) 
et/ou une coloration des colonies. 

19. Utilisation d'un complexe metallique oxydant pour catalyser la polymerisation 
oxydative de d^ves indoxyl conduisant k un compose colors insoluble. 

10 20. UtiUsation selon la revendication 19 pour am^liorer la detection de la liberation 
d'un d&ive indoxyl par un enzyme a partir d'un substrat contenant un d6rivd 
indoxyl, ledit substrat pouvant etre un substrat s61ectionn6 parmi X-Gal, X-Phos, 
X-acgImn, Mag-Gal, Mag-a-Gal, et Mag-Phos, de preference X-Gal. 

21. Utilisation selon la revendication 20 pour intensifier le halo de couleur et/ou pour 
1 S augmenter la coloration des colonies. 

22. Utilisation selon Tune des revendications 20 k 21 caracterise en ce que le complexe 
metallique oxydant est le citrate de fer ammoniacal. 

23. Utilisation d'un milieu selon Tune des revendications 1 a 9 pour la detection des 
bacteries qui possddent un enzyme permettant la liberation d'un derive indoxyl a 

10 partir d'un substrat contenant un derive indoxyl. 

24. Utilisation d'un produit de combinaison selon Tune des revendications 10 k 14 
pour la detection des bacteries qui possSdent un enzyme permettant la liberation 
d'un derive indoxyl k partir d'un substrat contenant un derive indoxyl. 



